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ABSTRAK
Harga minyak mentah dunia yang berfluktuasi dan cadangan minyak yang makin menipis telah mendorong
penggunaan biofuel sebagai bahan bakar alternatif dan mengintensifkan penelitian bioetanol dengan menggunakan
mikroba. Identifikasi dan karakterisasi gen-gen yang bertanggung jawab dalam produksi bioetanol (etanologen) dan
ekspresinya pada beberapa inang telah dilakukan untuk meningkatkan produksi bioetanol oleh mikroba. Tulisan ini
mengulas sumber-sumber gen bioetanol (pdc dan adh) dan ekspresinya pada beberapa bakteri inang sebagai gen
yang berdiri sendiri maupun sebagai operon dalam memproduksi bioetanol. Piruvat dekarboksilase (pdc) dan
alkohol dehidrogenase (adh) adalah gen-gen yang bertanggung jawab dalam produksi bioetanol yang ditemukan
pada bakteri mesofilik Zymomonas mobilis dan ragi Saccharomyces cerevisiae. Sumber gen pdc lebih terbatas
dibandingkan dengan gen adh. Gen pdc belum ditemukan dalam jaringan hewan maupun bakteri termofilik.
Manipulasi genetik beberapa bakteri dengan pdc dan adh yang diisolasi dari beberapa bakteri telah dilakukan untuk
meningkatkan produksi bioetanol dari sumber karbon yang murah, yaitu biomassa. Ekspresi etanologen telah
berhasil dilakukan pada bakteri mesofilik, baik gram-positif maupun gram-negatif. Namun, ekspresi etanologen
pada bakteri termofilik perlu penelitian lebih lanjut untuk mencapai keberhasilan yang tinggi.
Kata kunci: Bakteri, alkohol dehidrogenase, piruvat dekarboksilase, bioetanol
ABSTRACT
Several genes in bacteria responsible for bioethanol production
The fluctuation of crude oil price and depletion of new oil sources has been increasing the demand for alternative
biofuels such as bioethanol, and also intensifying research on bioethanol production using microbes. Identification
and characterization of genes responsible for bioethanol production (ethanologenes) from various sources as well
as expression in various promising hosts have been conducted for increasing production level of microbes being
used. This paper reviewed the sources of ethanologenic genes (pdc and adh) and their expression in various
bacterial hosts as a single gene and as an operon for bioethanol production. Pyruvate decarboxylase (pdc) and
alcohol dehydrogenase (adh) were genes that responsible in bioethanol production firstly known in mesophilic
bacterium Zymomonas mobilis and yeast Saccharomyces cerevisiae. The source of pdc gene was limited compared
to the adh gene. pdc was not found in animal tissue or thermophilic bacteria. Genetic manipulation of these
bacteria using pdc and adh have been conducted to improve bioethanol production using cheap carbon sources,
biomass. Expression of ethanologenes has been successfully done in mesophilic bacteria both gram-positive and
gram-negative. However, ethanologen expression on thermophilic bacteria needs further investigations for gaining
success.
Keywords: Bacteria, alcohol dehydrogenase, pyruvate decarboxylase, bioethanol
Ketersediaan bahan bakar fosil yangmakin menipis dan harga bahan
bakar fosil yang berfluktuasi telah men-
dorong penggunaan bioetanol sebagai
bahan bakar alternatif. Bioetanol me-
rupakan bahan bakar alternatif yang
ramah lingkungan (John 2004; Schubert
2006). Produksi bioetanol dunia terus
meningkat dengan laju yang lebih tinggi
dibandingkan dengan bahan bakar hayati
(biofuel) lainnya, seperti biodiesel, karena
bersifat ramah lingkungan (Henning dan
Zeddies 2006).
Hasil penelitian produksi bioetanol
melalui fermentasi telah banyak dipublikasi
di luar negeri dengan menggunakan ber-
bagai strain mikroorganisme, seperti
bakteri, ragi (yeast), dan jamur dengan
sumber karbon yang berbeda (Dien et al.
2003; Desai et al. 2004; Demain et al.
2005; Chinn et al. 2006; Stephanopoulos
2007; Riyanti dan Rogers 2009a). Peneliti-
an terbaru produksi bioetanol telah dila-
kukan melalui rekayasa genetik dengan
42 Jurnal Litbang Pertanian, 30(2), 2011
menggunakan gen-gen penyandi bio-
etanol, yaitu piruvat dekarboksilase (pdc)
dan alkohol dehidrogenase (adh) dari
mikroba dengan menggunakan bahan
baku yang murah, seperti biomassa
lignoselulosa dengan menambahkan gen
pemecah selulosa menjadi gula sederhana.
Beberapa negara seperti Brasil, Ame-
rika Serikat, Kanada, dan Australia telah
menggunakan bioetanol sebagai bahan
bakar untuk transportasi. Negara-negara
tersebut sangat mendorong penggunaan
bioetanol untuk meningkatkan kualitas
udara dan menurunkan ketergantungan
pada impor minyak. Brasil merupakan
negara terbesar yang mengonsumsi dan
memproduksi bioetanol sebagai bahan
bakar. Program produksi bioetanol dimulai
pada tahun 1975 dan pada tahun 1999
kapasitas produksinya mencapai 17 miliar
liter/tahun dari 101 pabrik bioetanol
(Zanin et al. 2000). Amerika Serikat
merupakan negara terbesar kedua setelah
Brasil yang memproduksi bioetanol.
Kapasitas produksi bioetanol Amerika
Serikat tumbuh 9% pada tahun 2002
sampai 2003, dari 10,4 miliar liter menjadi
11,4 miliar liter/tahun atau meningkat 1 juta
liter/tahun (MacDonald et al. 2003).
Jumlah pabrik bioetanol yang beroperasi
meningkat dari 57 pada tahun 2001 menjadi
69 pada tahun 2003. Australia mempunyai
kapasitas produksi bioetanol 80100 mi-
liar liter/tahun.
Bioetanol umumnya diproduksi de-
ngan bantuan mikroorganisme jenis ragi
dengan sumber karbon gula sederhana
dari molase, jagung atau tebu. Brasil lebih
banyak menggunakan bahan baku dari
jus tebu dan molase, sedangkan Amerika
Serikat menggunakan bahan baku dari jus
jagung. Indonesia juga mulai menggu-
nakan bioetanol sebagai bahan bakar
substitusi. Namun, publikasi tentang
penelitian rekayasa bakteri untuk produksi
bioetanol di Indonesia masih sangat
terbatas.
Sampai saat ini, produksi bioetanol
secara komersial masih dilakukan dengan
menggunakan ragi, sedangkan peng-
gunaan organisme lain seperti bakteri dan
organisme hasil rekayasa genetik belum
sampai pada skala komersial. Rekayasa
genetik untuk organisme penghasil bio-
etanol selain ragi, seperti bakteri mesofilik
dan termofilik, dengan menggunakan gen
pdc dan adh dari berbagai sumber mikro-
organisme terus dilakukan untuk mening-
katkan hasil bioetanol dan proses biokimia
yang lebih ekonomis. Penelitian juga di-
arahkan untuk merekayasa mikroorganis-
me yang dapat menggunakan bahan baku
murah, seperti biomassa agar tidak ber-
saing dengan kebutuhan untuk pangan
dan pakan.
Tulisan ini mengulas sumber-sumber
gen pdc dan adh untuk produksi bio-
etanol dari bakteri yang sudah dikarak-
terisasi dan ekspresinya pada beberapa
bakteri inang. Informasi yang disajikan
diharapkan bermanfaat dalam upaya
memanipulasi bakteri untuk memproduksi
bioetanol dengan menggunakan bahan
baku murah, yaitu biomassa lignoselulosa.
PROSES PEMBENTUKAN
BIOETANOL PADA
BAKTERI
Pembentukan bioetanol dalam sistem
biologi bakteri berawal dari bahan dasar
gula heksosa dan pentosa yang akan di-
metabolisme menjadi senyawa antara,
yaitu asam piruvat, yang kemudian diubah
menjadi produk fermentasi, antara lain
bioetanol (Gambar 1A). Pembentukan
bioetanol dapat melalui beberapa siklus,
namun hanya ada dua tahapan siklus yang
mula-mula ditemukan pada ragi dan bakteri
Zymomonas sp. dengan hasil berupa
bioetanol dan karbondioksida (Gambar
1B). Gen-gen kunci yang bertanggung
jawab dalam produksi bioetanol adalah
pdc dan adh. Proses ini akan menguraikan
berbagai sumber gen pdc dan adh yang
telah diisolasi dan dikarakterisasi pada
bakteri dan ekspresinya pada beberapa
spesies bakteri.
Siklus homoetanol pada bakteri Zy-
momonas mobilis terdiri atas dua aktivitas
enzim kunci, yaitu piruvat dekarboksilase
(PDC) dan alkohol dehidrogenase (ADH),
yang masing-masing dikodekan oleh gen
pdc dan adh (Conway et al. 1987a; 1987b).
Sejak gen pdc ditemukan pada Z. mobilis,
gen ini banyak digunakan sebagai sum-
ber gen dalam rekayasa genetik pada
mikroba untuk memproduksi bioetanol
karena bakteri ini lebih efisien dalam
menggunakan energi untuk mengonversi
gula menjadi etanol (Stern et al. 1960).
PDC merupakan enzim yang mengatalis
piruvat secara tidak balik (irreversible)
menjadi asetaldehida dan CO2, yang
selanjutnya enzim ADH akan mengatalis
asetaldehida menjadi etanol (Conway et
al. 1987b; Reyen dan Sahm 1988).
Gambar 1. Fermentasi mikroba; (A) produk mikroba hasil fermentasi gula dan (B)
siklus homobioetanol pada ragi dan bakteri Zymomonas mobilis (Ingram
et al. 1999).
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Beberapa jenis gen pdc telah dila-
porkan pada sistem biologi ragi, yaitu gen
pdc1, pdc2, pdc3, pdc5, dan pdc6 (Schmitt
et al. 1983; Scaaff et al. 1989;  Wright et
al. 1989; Hohmann dan Cederberg 1990;
Hohmann 1991). Beberapa gen pdc dan
adh dari berbagai sumber juga telah di-
isolasi dan dikarakterisasi (Conway et al.
1987a, 1987b; Coolbear et al.1992; D’Auria
et al. 1996; Raj et al 2001; Talarico et al.
2001; Jeon et al. 2008). Ekspresi gen-gen
tersebut secara individu maupun bersa-
ma sebagai operon telah dilakukan pada
bakteri mesofilik gram-positif dan gram-
negatif, serta pada bakteri termofilik
(Talarico et al. 2001; Raj et al. 2001; 2002;
Riyanti dan Rogers 2009b).
SUMBER GEN PADA
BEBERAPA SPESIES
BAKTERI
Sumber Gen pdc
Gen pdc dan adh berperan penting dalam
produksi bioetanol pada bakteri mesofilik
Z. mobilis ZM4. Sumber gen pdc dila-
porkan ditemukan pada tanaman, ragi, dan
beberapa bakteri mesofilik, termasuk Z.
mobilis (Conway et al. 1987b), Acetobac-
ter pasteurianus (Raj et al. 2001), Sarcina
ventriculi (Talarico et al. 2001), dan
Zymobacter palmae (Raj et al. 2002)
(Tabel 1). Pada sistem bakteri, gen pdc
yang telah diisolasi dan dikarakterisasi
masih terbatas pada bakteri mesofilik
gram-negatif maupun gram-positif,
sedangkan isolasi gen pdc pada bakteri
termofilik belum pernah dilaporkan.
Berdasarkan hal tersebut, bakteri termo-
filik penghasil etanol diperkirakan tidak
memiliki gen pdc penyandi enzim PDC
(Payton 1984). Gen-gen pdc dari beberapa
bakteri yang sudah diisolasi dan dikarak-
terisasi dirangkum pada Tabel 1.
Sumber gen pdc lebih terbatas di-
bandingkan dengan gen adh. Meskipun
gen pdc dijumpai pada tanaman, ragi, dan
jamur, gen ini tidak terdapat pada hewan
dan hanya terdapat pada bakteri tertentu,
namun tidak terdapat pada bakteri termo-
filik (Ko''nig 1998). Gen pdc dari Z. mobilis
merupakan sumber gen yang penting,
yaitu sebagai biokatalis pada bakteri. Gen
ini banyak digunakan dalam manipulasi
bakteri untuk memproduksi bioetanol,
sedangkan rekayasa pada bakteri gram-
positif untuk produksi bioetanol masih
sangat sedikit karena terbatasnya sumber
gen yang sesuai. Sekuen gen pengode
fungsional PDC dari sumber bakteri te-
lah tersedia, termasuk dari bakteri gram-
positif S. ventriculi dan bakteri gram-
negatif A. pasteurianus dan Z. palmae
(Talarico et al. 2001; Raj et al. 2001; 2002).
Indonesia merupakan daerah tropis
dengan kondisi lingkungan yang beragam,
baik suhu, salinitas, nutrisi, maupun kan-
dungan air. Kondisi tersebut memung-
kinkan bakteri sebagai sumber gen pdc
diisolasi dari berbagai wilayah Indonesia.
Sumber Gen adh
Gen adh adalah gen yang mengode enzim
ADH yang merupakan enzim penting pada
metabolisme prokariot maupun eukariot.
Tidak seperti pdc, sumber gen adh sangat
banyak, meliputi hewan, tanaman, ragi,
bakteri, dan golongan Archae (Ammen-
dola et al. 1992; Cannio et al. 1994; Burdete
et al. 1997). Enzim ADH juga merupakan
katalis penting untuk mensintesis alkohol
khiral primer dan alkohol sekunder (Brad-
shaw et al. 1992a, 1992b) dan beberapa
senyawa kimia (Coolbear et al. 1992;
Suye et al. 2002).
Pada sistem bakteri, sumber gen adh
ditemukan pada bakteri mesofilik maupun
termofilik. Beberapa gen adh yang telah
diidentifikasi disajikan pada Tabel 2,
termasuk adh termostabil yang berasal
dari Bacillus acidocaldarius (D’Auria et
al. 1996), Geobacillus stearothermo-
philus (Cannio et al. 1994), Thermo-
anaerobacter etanolicus (Burdete et al.
1996; Holt et al. 2000), Thermoana-
erobium brocii (Peretz dan Burstein
1989), Geobacillus thermoglucosidasius
M10EXG (Jeon et al. 2008), dan golongan
Archae hipertermofilik Sulfolobus solfa-
taricus (Contursi et al. 2003), Pyrococcus
furiosus (Van Der Oost et al. 2001) dan
dari spesies Thermococcus (Antoine et al.
1999).
Sumber gen adh dari bakteri termo-
filik telah diisolasi dan dikarakterisasi
karena sifat termostabil dari enzim-enzim-
nya berguna untuk proses bioteknologi
(D’Auria et al. 1996). Varian termostabil
adh dari bakteri fermentasi obligat Z.
mobilis telah diteliti (Rellos et al. 1998).
Isolasi gen adh dari bakteri mesofilik gram-
positif dan gram-negatif maupun dari
bakteri termofilik di Indonesia sangat di-
mungkinkan karena gen adh bersifat
umum pada sistem metabolisme bakteri.
EKSPRESI GEN pdc DAN
adh UNTUK PRODUKSI
BIOETANOL
Ekspresi Gen pdc
Ekspresi empat gen pdc pada bakteri
mesofilik gram-negatif Escherichia coli
telah dilaporkan. Enzim PDC dari bakteri
mesofilik gram-negatif Z. mobilis, A.
pasteurianus, dan Z. palmae diketahui
bersifat termostabil, mempunyai aktivitas
60100% setelah diinkubasi 30 menit pada
suhu 60C, sementara gen pdc dari bakteri
gram-positif S. ventriculi terdenaturisasi
pada suhu lebih dari 90C (Raj et al.
2002).
Gen pdc dari bakteri mesofilik Z.
mobilis dilaporkan telah diekspresikan
pada sistem bakteri mesofilik gram-positif
asam laktat dan bakteri gram-negatif E.
coli. Hasil tingkat ekspresi menunjukkan
bahwa ekspresi pada sistem bakteri
mesofilik gram-positif 510 kali lebih tinggi
dibandingkan dengan sistem bakteri
mesofilik gram-negatif (Nichols et al.
2003).
Hasil penelitian lain menunjukkan
bahwa ekspresi gen pdc pada bakteri
mesofilik gram-negatif E. coli rekombinan
menghasilkan tingkat ekspresi yang ber-
Tabel 1. Gen pdc dari berbagai bakteri yang sudah diisolasi dan
dikarakterisasi.
Bakteri Enzim No. aksesi Referensi
Zymomonas mobilis ZmoPDCX M15368 Neale et al. (1987)
ZmoPDCA M20667 Reyen dan Sahm (1988)
Acetobacter pasteurianus ApaPDC AF368435 Raj et al. (2001)
Sarcinia ventriculi SvePDC AF354297 Talarico et al. (2001)
Zymobacter palmae ZpaPDC AF474145 Raj et al. (2002)
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variasi, bergantung pada sumber gen,
dengan tingkat ekspresi yang berasal dari
S. ventriculi lebih rendah dibandingkan
dengan sumber gen yang lain (Talarico et
al. 2001; Raj et al. 2001, 2002). Penurunan
ekspresi PDC dari S. ventriculi dipenga-
ruhi oleh adanya gen-gen tRNA assesory
(Talarico et al. 2001; Raj et al. 2002).
Dengan demikian dapat dikatakan sumber
gen pdc memengaruhi tingkat ekspresi
protein pada E. coli. Hal ini diduga karena
pengaruh penggunaan kodon dalam pe-
rekayasaan ekspresi enzim PDC pada
bakteri.
Gen pdc dari bakteri gram-positif S.
ventriculi (Svpdc) dilaporkan telah
diekpresikan pada bakteri gram-positif
Lactobacillus brevis ATCC367 secara
individu, tetapi tidak meningkatkan pro-
duksi bioetanol (Liu et al. 2007).
Gen-gen pdc dari bakteri dan ragi
juga telah diekspresikan pada bakteri
mesofilik gram-positif Bacillus mega-
terium.  Aktivitas enzim dan tingkat eks-
presi masing-masing sumber gen diamati.
Selain itu, tingkat spesifik mRNA trans-
krip dari PDC dan stabilitas rekombinan
protein dianalisis. Hasil analisis me-
nunjukkan bahwa gen pdc dari bakteri
gram-positif S. ventriculi menghasilkan
enzimPDC paling tinggi pada bakteri gram-
positif.
Ekspresi gen pdc pada bakteri ter-
mofilik belum menunjukkan keberhasilan
karena beberapa faktor, seperti sistem
manipulasi genetik pada bakteri termofilik
yang belum berkembang, serta tidak ada-
nya sumber gen pdc yang diisolasi dari
bakteri termofilik itu sendiri (Riyanti
2006).
Ekspresi Gen adh
Ekspresi gen adh pada bakteri mesofilik
gram-negatif seperti E. coli telah banyak
dilakukan. Gen-gen adh dari berbagai
sumber, baik bakteri mesofilik gram-positif
dan gram-negatif maupun bakteri termo-
filik dapat diekspresikan pada sistem
mesofilik E. coli. Termostabil adh yang
diisolasi dari bakteri termofilik G. ther-
moglucosidasius M10EXG telah diisolasi
dan diekspresikan secara heterologus
pada bakteri gram-negatif E. coli DH5
(NF303) (Jeon et al. 2008).
Gen adhB dari bakteri termofilik
Thermoanaerobacter ethanoliticus E39
telah diklon dan diekspresikan pada bak-
teri mesofilik gram-negatif  E. coli. Gen
dengan ukuran 1.056 bp ini menghasilkan
enzim rekombinan homotetrametrik 37,7
Tabel 2.  Gen-gen adh yang telah diisolasi dan dikarakterisasi dari beberapa mikroorganisme.
Mikroorganisme Enzim No. aksesi Referensi
Bakteri mesofilik
Zymomonas mobilis CP4 ADHI M32100, Keshav et al. (1990)
AA27682
Zymomonas mobilis CP4 ADHII P06758, Conway et al. (1987b)
M15394
AAA27683
Bakteri termofilik
Geobacillus thermoglucosidasius M10EXG ADHT AY494991 Jeon et al. (2008)
Geobacillus stearothermophilus (NCA1503) ADH-T D90421, Sakoda dan Imanaka (1992)
BAA14411
Geobacillus stearothermophilus DSM2334 ADH Tidak tersedia* Dowds et al. (1988)
Sheehan et al. (1988)
Geobacillus stearothermophilus LLD-R ADHh-T Z27089, Cannio et al. (1994)
(NCIMB 12403) CAA81612
Bacillus acidocaldarius BaADH tiak tersedia D’Auria et al. (1996)
Thermoanaerobacter etanolicus JW200 AdhA AF178965, Bryant et al. (1992)
AAG01186 Holt et al. (2000)
Thermoanaerobacter etanolicus JW200 ADH Tidak tersedia Bryant et al. (1988)
Thermoanaerobacter etanolicus 39E 1*Adh Tidak tersedia Burdete dan Zeikus (1994)
(ATCC33223)
Thermoanaerobium brockii HTD4 2*Adh S71131, Burdete et al. (1996)
U49975, Burdete et al. (1997)
AAB06720
Archae hipertermofilik
Sulfolobus solfataricus MT4 (DSM1617) SSADH Tidak tersedia Rella et al. (1987)
Ammendola et al. (1992)
Pyrococcus furiosus (DSM3638) AdhA Tidak tersedia Ma dan Adam (1999)
Van Der Oost et al. (2001)
Pyrococcus furiosus (DSM3638) AdhB AAC25557 Holt et al. (2000)
Thermococcus litoralis (DSM5473) ADH AAB30263 Ma et al. (1994)
Thermococcus hydrothermalis ADH Y14015, Antoine et al. (1999)
CAA7434
Thermococcus strains ES-1 ADH AAB35052 Ma et al. (1994)
Thermococcus strains AN-1 ADH U72646, Li dan Stevenson (1997)
AAB63011
1*: Primer, 2*: Sekunder.
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kDa subunit yang termostabil sampai
suhu > 90C dengan waktu paruh 1,7 jam
pada suhu 90C  (Burdete et al. 1996).
Gen adhA dari Corynebacterium
glutamicum R. mengodekan enzim
ADH sebesar 345 asam amino, yang
bersifat homodimer. Mutan tanpa gen
ini menyebabkan bakteri tidak dapat
menggunakan bioetanol atau n-propanol
sebagai sumber karbon. Hal ini karena
transkripsi adhA diinduksi oleh kedua
substrat tersebut, selain dipengaruhi oleh
represi glukosa.
Ekspresi gen adh pada sistem bakteri
mesofilik gram-positif juga telah dila-
porkan. Gen adh dari bakteri gram-positif
Lactobacillus brevis ATCC367 telah di-
isolasi dan diekspresikan pada L. brevis
bbc04 dan menghasilkan protein sebesar
28kDA (brADH) (Liu et al. 2007).  Bakteri
gram-positif asam laktat juga telah digu-
nakan untuk mengekspresikan gen adhB
dari bakteri Z. mobilis (Nichols et al. 2003).
Ekspresi gen pada sistem bakteri ter-
mofilik Thermus thermophilus HB27 dari
gen adhI yang berasal dari bakteri termo-
filik G. thermoglucosidasius M10EXG
dilaporkan dapat meningkatkan level
enzim ADH (Riyanti dan Rogers 2009b).
Gen pdc dari bakteri gram-positif
S. ventriculi (Svpdc) telah diekspresikan
pada bakteri gram-positif L. brevis
ATCC367 secara individu, tetapi tidak
meningkatkan produksi bioetanol.
Namun setelah diklon di belakang gen
Svpdc dan menghasilkan operon pdc/adh,
gen adh dari L. brevis (Braadh) dapat
meningkatkan produksi bioetanol pada
bakteri gram-positif S. ventriculi. Bak-
teri gram-positif ini dapat menggunakan
gula pentosa sehingga dapat digunakan
untuk produksi bioetanol dari bahan
biomassa. Bakteri mesofilik gram-positif
L. brevis ATCC367 juga dapat digunakan
untuk mengekspresikan gen pdc dan adh
dalam suatu operon dengan menggunakan
promoter bakteri gram-positif untuk
menghasilkan bioetanol (Liu et al. 2007).
Gen pdc dari S. ventriculi dipilih untuk
transkripsi bersama dengan gen adh dari
G. stearothermophilus dalam satu operon.
Etanol yang dihasilkan dari produk operon
pada bakteri gram-positif ini mempunyai
tingkat ekspresi yang tinggi pada B.
megaterium, dan mengatalis piruvat
menjadi bioetanol (Talarico et al. 2005).
Operon yang mengandung gen pdc
dan adhB dari bakteri mesofilik gram-
negatif Z. mobilis telah diekspresikan
untuk menghasilkan bioetanol pada
sistem bakteri mesofilik gram-positif
asam laktat. Ekspresi ini 510 kali lebih
tinggi dibanding tingkat ekspresinya
pada bakteri mesofilik gram-negatif E.
coli (Nichols et al. 2003).
Seiring dengan keunggulan sistem
termofilik, penelitian produksi bioetanol
banyak dilakukan pada sistem termofilik
(Chinn et al. 2006; Riyanti dan Rogers
2009a), begitu pula penelitian gen pengo-
de bioetanol serta ekspresinya pada sistem
ini. Namun, penelitian rekayasa genetik
dengan etanologen pada sistem termofilik
belum memberi hasil yang memuaskan.
Pembuatan operon etanologen dari gen
pdc mesofilik dari Z. mobilis ZM4 dan
gen termostabil adh dari bakteri termo-
filik G. thermoglucosidasius M10EXG
telah pula dilaporkan dengan meng-
gunakan termostabil promoter dengan
kerangka shuttle vector untuk bakteri
mesofilik dan termofilik (Riyanti dan
Rogers 2009b). Kedua gen pdc dan adh
terekspresi secara individu pada E. coli
JM109, begitu pula produk operon berupa
bioetanol. Namun, operon ini tidak ter-
ekspresi pada bakteri termofilik T.
thermophilus HB27. Hal ini disebabkan
oleh beberapa hal, antara lain vektor
ekspresi belum banyak tersedia dan belum
efisien, serta biosintesis etanol pada
sistem termofilik belum diketahui.
Hasil rekayasa mikroba untuk produksi
bioetanol masih pada tahap penelitian dan
belum diaplikasikan pada skala komersial
di negara produsen maupun pengguna
bioetanol. Rekayasa bakteri penghasil
etanol untuk efisiensi produksi dan peng-
gunaan bahan baku yang murah sangat
diperlukan karena Indonesia merupakan
negara agraris dengan limbah pertanian
yang berlimpah.
KESIMPULAN
Gen pdc dan adh merupakan gen penting
dalam produksi etanol pada sistem bakteri
mesofilik. Gen-gen ini telah diisolasi dan
dikarakterisasi dari berbagai sumber. Gen
pdc dilaporkan terdapat pada bakteri
mesofilik gram-negatif maupun gram-
positif. Ekspresi gen-gen ini secara indi-
vidu telah dilakukan pada bakteri gram-
positif maupun gram-negatif.  Enzim yang
dihasilkan oleh gen pdc dari bakteri meso-
filik gram-negatif bersifat termostabil,
sedangkan yang berasal dari bakteri
gram-negatif tidak memiliki sifat ter-
sebut.
Gen adh ditemukan hampir pada setiap
organisme, termasuk bakteri mesofilik dan
termofilik. Gen-gen etanologenik dalam
suatu operon telah diekspresikan pada
beberapa sistem bakteri mesofilik, sedang-
kan ekspresinya pada sistem bakteri ter-
mofilik masih jauh dari harapan. Hal ini ke-
mungkinan karena kesesuaian sumber gen
dan bakteri yang direkayasa, seperti kese-
suaian kodon antara sumber gen dan
bakteri yang direkayasa. Dengan adanya
manipulasi genetik dengan gen pdc dan
adh maka arah perbaikan genetik mikro-
organisme untuk produksi bioetanol de-
ngan kemampuan produksi lebih tinggi
dapat dilakukan dengan menggunakan
bahan baku yang murah, yaitu biomassa.
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